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Opredelitev delecij gena IKZF1 pri otrocih z B-celično akutno limfoblastno 
levkemijo 
Povzetek:  
Akutna limfoblastna levkemija (ALL), za katero je značilna maligna transformacija 
predniških celic B ali T limfocitov, je najpogostejša rakava bolezen pri otrocih. Sodobni 
načini zdravljenja omogočajo visoke stopnje preživetja, kljub temu pa imajo nekateri 
podtipi še vedno slabo prognozo. Raziskovalci se zato ukvarjajo s prepoznavanjem 
dodatnih (molekularno-genetskih) dejavnikov, ki vplivajo na neuspešno zdravljenje oz. 
ponovitev bolezni.  
V okviru magistrske naloge smo pri otrocih z B-celično ALL z metodo MLPA ovrednotili 
spremembe števila kopij nekaterih genov, povezanih z razvojem bolezni, in te spremembe 
povezali z izidi zdravljenja. Ugotovili smo, da so imeli otroci z delecijo gena IKZF1 in 
otroci z vsaj eno dodatno delecijo (IKZF1plus) slabše preživetje brez dogodka kot otroci 
brez tovrstnih genetskih sprememb. Otroci, razvrščeni v skupino IKZF1plus, so imeli tudi 
slabše celokupno preživetje.  
Metoda genetske analize, postavljena v tej nalogi, bo z uvedbo v diagnostiko omogočila 
prepoznavanje otrok z B-celično ALL, ki so bolj ogroženi, zaradi česar bodo ti otroci 
lahko deležni optimalnejšega zdravljenja.  
 
Ključne besede: B-celična akutna limfoblastna levkemija, delecija gena IKZF1, 
IKZF1plus, diagnostični postopek 
  
 
 
Determination of IKZF1 gene deletions in children with B-cell acute lymphoblastic 
leukemia  
Abstract:  
Acute lymphoblastic leukemia (ALL), characterized by malignant transformation of B- 
or T-cell precursors, is the most common cancer among children. While modern treatment 
protocols enable high survival rates, some subtypes are still associated with poor 
prognosis. Researchers are therefore working on recognition of additional (molecular-
genetic) factors which affect treatment failure or disease recurrence. 
In our research, we used MLPA method to assess DNA copy-number alterations in 
children with B-cell ALL and linked these alterations to treatment outcome. We found 
out that children who harbour IKZF1 deletion and children with at least one additional 
deletion (IKZF1plus) had lower event-free survival compared to children without such 
genetic lesions. Children, classified as IKZF1plus, also had lower overall survival.  
Once this newly set-up genetic method is introduced into diagnostics, it will help 
recognize children with B-cell ALL at higher risk, who will then receive more optimal 
treatment. 
 
Keywords: B-cell acute lymphoblastic leukemia, IKZF1 gene deletion, IKZF1plus, 
diagnostic procedure 
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1 UVOD 
Levkemija je rak krvnih celic in kostnega mozga. Gre za heterogeno skupino bolezni, ki 
jih delimo glede na vrsto prizadetih celic (mieloidne ali limfoblastne) in hitrost 
napredovanja bolezni (akutne ali kronične) [1]. V nadaljevanju je poudarek na B-celični 
akutni limfoblastni levkemiji (B-ALL), saj smo v raziskavo vključili otroke z B-ALL. 
 
1.1 Akutna limfoblastna levkemija 
ALL je najpogostejša rakava bolezen pri otrocih; predstavlja pribl. 25 % vseh rakavih 
bolezni pri otrocih [2]. Pri ALL gre za maligno transformacijo nezrelih predniških celic 
(limfoblastov), ki dozorijo v B ali T limfocite, kar vodi v pretirano namnožitev blastov v 
kostnem mozgu. Ti izpodrinejo zdrave celice kostnega mozga, s čimer je ovirana 
normalna hematopoeza. Pri bolnikih se to kaže kot anemija (in z njo povezani bledica ter 
utrujenost), nagnjenost h krvavitvam in zmanjšan imunski odziv [1][3]. ALL se glede na 
izvor blastov deli na B- in T-celično. 
 
1.1.1 Epidemiologija 
ALL je primarno bolezen otroške dobe. Najpogostejša je pri otrocih, starih od 2-5 let, 
pogostejša je pri dečkih [2][4]. Drugi vrh pojavnosti je pri odraslih, starejših od 60 let [4]. 
V Sloveniji za ALL zboli povprečno 13 otrok letno [5]. Več kot dve tretjini ALL 
predstavlja B-celična ALL [4]. 
 
1.1.2 Etiologija 
Vzrok B-ALL ni znan. Družinska ALL je redka in je povezana s podedovanimi 
mutacijami v genih, kot so npr. PAX5, ETV6 in TP53 [6][7][8]. Nekatere genetske 
bolezni, še posebej Downov sindrom, predstavljajo povečano tveganje za B-ALL [9]. 
Tveganje je povečano tudi v primeru polimorfizmov posameznih genov (SNP-jev), med 
katere spadajo GATA3, ARID5B, IKZF1 in CEBPE [10][11]. 
 
1.1.3 Diagnostika 
Za postavitev diagnoze B-ALL je potrebno določiti imunofenotip limfoblastov iz 
periferne krvi ali kostnega mozga. Določitev poteka s pretočno citometrijo (ang. FC) oz. 
imunohistokemijo. Pri tem je ključno, da dokažemo prisotnost B-celičnih antigenov in 
hkratno odsotnost T-celičnih antigenov. V primeru B-ALL so pri limfoblastih praktično 
vedno prisotni naslednji antigeni: CD19, cCD79a in cCD22. Noben od teh antigenov sam 
po sebi ni dovolj za potrditev diagnoze, prisotnost vseh (z veliko intenziteto) pa kaže na 
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veliko verjetnost za B-ALL. V večini primerov so prisotni tudi antigeni CD10, CD24, 
PAX5 in TdT (terminalna deoksitransferaza) [12]. 
 
1.1.4 Patogeneza 
Pri razvoju ALL ima pomembno vlogo kombinacija dejavnikov, med katere spadajo 
podedovane mutacije, iniciacijske lezije (translokacije) in sekundarne mutacije. 
Podedovane mutacije predstavljajo predispozicijo za razvoj bolezni, iniciacijske lezije in 
sekundarne mutacije pa vodijo do zaustavitve normalnega razvoja limfoidnih celic in 
motenj v številnih celičnih poteh, kar se odraža kot levkemija. Do relapsa bolezni pride 
zaradi selekcije levkemičnih subklonov ali pridobitve novih mutacij, ki zagotavljajo 
odpornost na zdravljenje (slika 1) [13]. 
 
Slika 1: Patogeneza ALL ob diagnozi (A) in relapsu (B). Prirejeno po [13]. Uporabljeno z 
dovoljenjem avtorja. 
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1.1.5 Citogenetske in molekularno-genetske značilnosti 
ALL je povezana z različnimi genetskimi spremembami, ki vključujejo anevploidije 
(spremenjeno število kromosomov), kromosomske prerazporeditve (translokacije), 
delecije, amplifikacije in točkovne mutacije (slika 2) [13]. 
 
1.1.6 Citogenetske nepravilnosti 
1.1.6.1 Hiper- in hipodiploidnost 
Anevploidije delimo na hiperdiploidije (>46 kromosomov) in hipodiploidije (<46 
kromosomov). Visoka hiperdiploidnost (>50 kromosomov) je pri otrocih z B-ALL 
pogosta (25-30 %) in je povezana z dobro prognozo. Hipodiploidnost je redkejša; pojavlja 
se pri 6 % otrok z B-ALL, prognoza pa je odvisna od števila kromosomov. V splošnem 
velja, da imajo bolniki s 45 kromosomi srednje dobro prognozo, tisti z manj kot 45 
kromosomi pa slabo [14].   
1.1.6.2 Translokacije 
Pri translokacijah obstajata dva razreda. Za prvega je značilno, da pride do prenosa 
onkogena v regulatorno regijo gena, ki se aktivno izraža, kar vodi v moteno izražanje tega 
gena. Pri drugem razredu pride do fuzije dve genov in posledično nastanka himernega 
proteina, ki ima drugačne lastnosti kot izhodna proteina. V to skupino spadajo značilne 
translokacije, kot so t(12;21)[ETV6-RUNX1], t(1;19)[TCF3-PBX1], t(9;22)[BCR-ABL1] 
in preureditve gena KMT2A [13], ki so podrobneje opisane v nadaljevanju. 
Translokacija t(12;21) je najpogostejša translokacija pri otrocih z ALL; pri otrocih z B-
ALL se pojavlja pri 15-25 % [15][16]. Pri tej translokaciji pride do fuzije gena ETV6 
(TEL) na kromosomu 12p13.2 z genom RUNX1 (AML) na 21q22.1. Rezultat je fuzijski 
protein ETV6-RUNX1, sestavljen iz 5' HLH domene (vijačnica-zanka-vijačnica) proteina 
ETV6 in 3' DNA vezavne in aktivacijske domene proteina RUNX1 [17]. Fuzijski protein 
inhibira aktivacijo izražanja genov, ki so običajno pod nadzorom transkripcijskega 
faktorja RUNX1. To je posledica HLH domene proteina ETV6, ki sicer deluje kot 
transkripcijski represor [18]. Fuzijski protein ETV6-RUNX1 vodi v nastanek 
prelevkemičnih klonov z inhibicijo proliferacije celic, posredovano s TGF-β. Za razvoj 
akutne levkemije so potrebne še dodatne genetske spremembe [19]. t(12;21) je povezana 
z dobro prognozo [16][20]. 
V skupini translokacij, ki vključujejo gen KMT2A (MLL), je najpogostejša translokacija 
t(4;11), za katero je značilna fuzija gena KMT2A (MLL) na kromosomu 11q23.3 z genom 
AFF1 (AF4) na 4q21.3 [21]. KMT2A je DNA-vezavni protein z metilazno aktivnostjo 
(H3K4), ki pozitivno regulira izražanje genov z vezavo na promotorje različnih genov. 
Mednje sodijo številni geni HOX, ki imajo pomembno vlogo v hematopoezi in razvoju 
limfoidnih celic [22]. Prognoza otrok s t(4;11) je slaba [20]. 
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Translokacijo t(9;22), ki privede do skrajšanega kromosoma 22, označujemo tudi z 
imenom Philadelphia kromosom (Ph). Pojavlja se pri pribl. 5% otrok z ALL [23]. Pri tej 
translokaciji nastane ena od oblik fuzijskega proteina BCR-ABL1, ki deluje kot 
konstitutivno aktivna tirozin kinaza. BCR-ABL1 vpliva na signalne poti, ki vodijo v 
povečano proliferacijo, motnje v diferenciaciji in odpornost na apoptozo. Prognoza otrok 
s Ph, zdravljenih s standardno kemoterapijo, je slaba. Kombinacija kemoterapije in 
inhibitorjev tirozin kinaze (TKI) izboljša celokupno preživetje [24]. 
Translokacija t(1;19) vključuje gen TCF3 (E2A) na kromosomu 19p13 in gen PBX1 na 
kromosomu 1q23. Gen TCF3 zapisuje več transkripcijskih faktorjev, kamor spadata E12 
in E47. Ta se vežeta na ojačevalne in regulatorne elemente tarčnih genov. PBX1 prav 
tako deluje kot transkripcijski faktor. Fuzijski protein TCF3-PBX1 je sestavljen iz 
transkripcijsko aktivacijske domene E12/E47 in DNA-vezavne domene PBX. Deluje kot 
transkripcijski aktivator, ki povzroča levkemogenezo. Glede mehanizma delovanja 
obstaja več razlag [25]. Možno je, da fuzijski protein povzroča izražanje genov, ki se v 
limfnih tkivih navadno ne izražajo; primer je gen WNT-16, ki se v kostnem mozgu 
navadno ne izraža. WNT-16 naj bi z avtokrinim delovanjem pomembno vplival na 
proliferacijo in preživetje celic ter s tem na razvoj akutne levkemije [26]. 
 
1.1.7 Genetske nepravilnosti pri normalnem kariotipu 
V nekaterih primerih B-ALL ni nobenih kromosomskih nepravilnosti, so pa prisotne 
genetske nepravilnosti, ki vodijo v spremenjeno izražanje genov ali nastanek novih 
fuzijskih proteinov. Z genomskimi analizami so določili, da gre pri tem za gene, ki 
regulirajo razvoj limfocitov [27], in gene celičnega cikla [28]. V raziskavi 242 bolnikov 
z ALL so ugotovili, da ima skupno 40 % bolnikov z B-ALL prisotne delecije, 
amplifikacije, točkovne mutacije ali strukturne spremembe v genih, ki regulirajo razvoj 
B limfocitov. Najpogostejša tarča je bil gen PAX5, ki je bil spremenjen pri več kot 30 % 
bolnikih [27]. 
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Slika 2: Pojavnost citogenetskih in molekularno-genetskih sprememb pri otrocih z ALL. iAMP21 
– intrakromosomska amplifikacija kromosoma 21. Prirejeno po [29]. Uporabljeno z dovoljenjem 
avtorja. 
1.1.8 IKZF1 
Gen IKZF1 se nahaja na kromosomu 7p12 in kodira IKAROS, transkripcijski faktor z 
motivi cinkovega prsta, ki je nujen za diferenciacijo hematopoetskih celic v limfoidne 
celice [30]. Gen sestavlja 8 eksonov; kodirajoče zaporedje predstavljajo eksoni 2-8 [31]. 
Motivi cinkovega prsta se nahajajo na N- in C-koncu proteina. Štirje motivi na N-koncu 
(eksoni 4-6) oblikujejo DNA-vezavno domeno, dva motiva na C-koncu pa omogočata 
dimerizacijo med IKZF proteini, pri čemer lahko nastane homo- ali heterodimer [32]. 
Tvorba dimerov poveča afiniteto vezave na DNA [33]. Zaradi alternativnega spajanja 
eksonov obstaja vsaj osem različnih izooblik IKZF1 (IK1-8), ki vse vsebujejo dva motiva 
cinkovega prsta na C-koncu, razlikujejo pa se v številu motivov na N-koncu. Za vezavo 
na konsenzno zaporedje GGGAA na DNA so potrebni vsaj trije motivi cinkovega prsta 
na N-koncu [32,34]. Kljub nezmožnosti vezave nekaterih izooblik na DNA te še vedno 
lahko dimerizirajo; v tem primeru govorimo o dominantno negativnih izooblikah (primer 
je pogosta izooblika IK6 z delecijo eksonov 4-7) [34].  
Osvetlitev vloge IKZF1 je omogočila identifikacija genov v pre-B celicah, na katere se ta 
veže in jih regulira. Ferreiros in sod. so z genomskim kartiranjem ugotovili, da tarče 
IKZF1 predstavljajo polovico vseh genov, ki se povečano izražajo med diferenciacijo B 
celic. Geni, ki jih regulira IKZF1, so udeleženi pri ključnih procesih diferenciacije, kot 
so signaliziranje, regulacija celičnega cikla in preurejanje genov za imunoglobuline [35]. 
ETV6-RUNX1
22%
hiperdiploidnost 
(>50 kromosomov)
20%
MLL preureditve
6%
TCF3-PBX1
4%
BCR-
ABL1
2%
dicentrični
3%
hipodiplodnost (<44 
kromosomov)
1%
iAMP21
2%
CRLF2
4%
BCR-ABL1-like
9%
ERG
3%
drugo (B-ALL)
9%
T-ALL
15%
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Raziskave so pokazale, da so delecije gena IKZF1 prisotne pri pribl. 15 % otrocih z B-
ALL [36,37]; najvišja incidenca delecij je pri otrocih s translokacijo BCR-ABL1 (70 %) 
[36]. Najpogosteje gre za delecijo celotnega gena (Δ1-8) ali delno delecijo eksonov 4-7. 
Ostale delecije so redkejše in vključujejo delecije eksonov 2-3, 2-7, 4-8 in 2-8 [36,37]. 
Delecije gena IKZF1 so v več raziskavah povezali s slabo prognozo. Mullighan in sod. so 
analizirali kohorto 221 bolnikov z B-ALL (izključili so bolnike s translokacijo BCR-
ABL1) in ugotovili, da delecije oz. mutacije IKZF1 povečajo verjetnost za relaps. Slabo 
prognozo delecij oz. mutacij IKZF1 so potrdili z validacijsko kohorto, v katero so bili 
vključeni tudi bolniki s translokacijo BCR-ABL1 [38]. Kuiper in sod. so primerjali 34 
parov vzorcev (ob diagnozi in relapsu) in ugotovili, da se je delecija gena IKZF1 (13 
vzorcev) ohranila v vseh primerih. Pri dodatni kohorti 131 bolnikov z B-ALL je bilo 
osemletno preživetje brez relapsa bistveno slabše pri bolnikih z delecijo kot pri bolnikih 
brez delecije (39 % proti 89 %). Dodatna analiza bolnikov, razvrščenih v skupino brez 
visokega tveganja (ang. NHR; 102 bolnika) je pokazala, da je bilo relativno tveganje za 
relaps pri bolnikih z delecijo IKZF1 skoraj 12-krat večje kot pri bolnikih brez delecije. V 
skupini NHR se je zgodilo 70% vseh relapsov. Po mnenju avtorjev je delecija gena IKZF1 
ob diagnozi eden najpomembnejših napovednih faktorjev za relaps [39]. Do podobnih 
zaključkov so prišli tudi Dörge in sod., ki so preučili kohorto 694 bolnikov z B-ALL, 
zdravljenih po protokolu ALL-BFM 2000. Petletno preživetje brez dogodka je bilo 
bistveno nižje pri bolnikih z delecijo gena IKZF1 kot pri bolnikih brez delecije (69% proti 
85%). Razlika v preživetju brez dogodka je bila najizrazitejša v skupini z vmesnim 
tveganjem (IR), kjer se je zgodilo 50% vseh dogodkov [37].  
Boer in sod. so ovrednotili pomen redkih delecij gena IKZF1 (vse delecije, razen Δ1-8 in 
Δ4-7), ki skupaj predstavljajo pribl. tretjino delecij. Ugotovili so, da prisotnost teh prav 
tako predstavlja slabo prognozo pri otrocih z B-ALL [40]. Pomen delecije IKZF1 so 
preučili tudi pri bolnikih s translokacijo BCR-ABL1. Martinelli in sod. so z analizo 83 
BRC-ABL1 pozitivnih bolnikov ugotovili, da je bil čas preživetja brez bolezni precej 
krajši pri bolnikih z delecijo kot pri bolnikih brez delecije (10 proti 32 mesecev). Pri 
bolnikih z delecijo je bilo dveletno preživetje brez bolezni slabše kot pri bolnikih brez 
delecije (30,9 % proti 53,9 %) [41]. 
Avtorji omenjenih raziskav zato predlagajo uvedbo določanja statusa gena IKZF1 v 
protokole zdravljenja, kar bo pomagalo prepoznati tiste bolnike, ki potrebujejo 
intenzivnejše ali alternativno zdravljenje (npr. podaljšanje vzdrževalnega zdravljenja). 
1.1.9 IKZF1plus 
Stanulla in sod. so v raziskavi iz leta 2018 definirali nov, od minimalne rezidualne bolezni 
(ang. MRD) odvisen prognostični profil z zelo slabo prognozo, ki so ga poimenovali 
IKZF1plus [42]. V raziskavo so vključili 991 bolnikov z B-ALL, za katere so imeli podatke 
o številu kopij sledečih genov: IKZF1, PAX5, ETV6, RB1, BTG1, EBF1, CDKN2A, 
CDKN2B in ERG ter CRLF2, CSFR2A in IL3RA, ki so del regije PAR1.  
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Na podlagi rezultatov so definirali profil IKZF1plus, ki zajema tiste bolnike z B-ALL, ki 
imajo poleg delecije v genu IKZF1 prisotno vsaj še eno dodatno delecijo v genih 
CDKN2A, CDKN2B, PAX5 ali v regiji PAR1 in hkrati nimajo prisotne delecije gena ERG. 
Delecije genov so glede na ugotovitve avtorjev lahko homozigotne ali heterozigotne, 
razen v primeru CDKN2B, kjer mora biti delecija homozigotna, da se bolnika uvrsti v 
skupino IKZF1plus. Delecijo regije PAR1 so definirali kot hkratno delecijo genov CSF2RA 
in IL3RA ter ohranitev gena CRLF2, kar vodi v povečano izražanje le-tega [42]. 
Funkcionalne vloge genov, povezanih z IKZF1plus, so predstavljene v tabeli 1. Podroben 
opis genov je v nadaljevanju tega poglavja. 
Za skupino IKZF1plus so ugotovili, da je bilo preživetje brez dogodka v primerjavi s 
skupinama IKZF1 delecija in brez IKZF1 delecije bistveno slabše (53 %, 79 % in 87 %). 
Rezultate so potrdili na dodatni kohorti 417 bolnikov z B-ALL. Genetsko sliko bolnikov 
so povezali z MRD, pri čemer se je pokazalo, da je verjetnost za dogodek izrazito večja 
pri tistih bolnikih IKZF1plus, ki so glede na MRD razvrščeni v srednje (MRD-IR) ali 
visoko tveganje (MRD-HR) [42]. 
Tabela 1: Funkcionalne vloge genov, povezanih z IKZF1plus. Prirejeno po [43]. 
gen vloga 
IKZF1, ERG, PAX5 diferenciacija limfoidnih celic 
CRLF2 proliferacija in preživetje 
CDKN2A, CDKN2B celični cikel 
 
1.1.9.1 CDKN2A  in CDKN2B 
Gena CDKN2A in CDKN2B se nahajata na kromosomu 9p21 in kodirata tri tumor-
supresorske proteine. Z gena CDKN2A nastaneta z uporabo različnih bralnih okvirov dva 
proteina; p16INK4A, ki deluje kot inhibitor od ciklina D odvisnih kinaz CDK4/6, in p14ARF, 
ki z vezavo na protein MDM2 omogoči stabilizacijo proteina p53 [44,45]. Gen CDKN2B 
zapisuje za protein p15INK4B, ki je tako kot protein p16INK4A inhibitor CDK4/6 [46]. 
V odsotnosti proteinov p15INK4B in p16INK4A kompleks ciklina D in CDK4/6 fosforilira 
protein retinoblastoma (Rb), kar omogoči sprostitev transkripcijskega faktorja E2F, ki 
regulira izražanje genov, udeleženih v prehodu iz faze G1 v fazo S celičnega cikla. 
Proteina p15INK4B in p16INK4A z vezavo na CDK4/6 preprečita kinazno aktivnost 
kompleksa, kar onemogoči napredovanje celičnega cikla [45]. Protein p14ARF je povezan 
z regulacijo poti proteina p53. Protein p53 se aktivira v stresnih pogojih in omogoča 
transkripcijo številnih genov, katerih produkti inhibirajo CDK [47]. Aktivnost proteina 
p53 regulira protein MDM2, ki s p53 tvori tesen kompleks [48]. Vezava p14ARF na 
MDM2 preprečuje inhibicijo aktivnosti p53, kar vodi v zaustavitev celičnega cikla in 
apoptozo [47]. 
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Delecije genov CDKN2A in CDKN2B omogočajo konstitutivno aktivacijo CDK4/6, kar 
vodi v nenadzorovano proliferacijo. Prognostična vrednost delecij teh genov je 
kontroverzna; medtem ko so nekatere raziskave pokazale prognostično vrednost, je v 
drugih niso zaznali [49]. 
 
1.1.9.2 PAX5 
PAX5 spada v družino transkripcijskih faktorjev PAX (ang. paired box), za katere je 
značilna ohranjena domena za vezavo na DNA. Geni PAX se nahajajo na kromosomu 
9p13. Kot edini predstavnik družine je PAX5 udeležen v hematopoezi, kjer ima dvojno 
vlogo. Z regulacijo izražanja genov povzroča diferenciacijo B celic in hkrati inhibira 
diferenciacijo v druge celične linije. Izražanje PAX5 se začne na stopnji pro-B celic in 
traja vse do nastanka celic plazmatk iz zrelih B celic. Nutt in sod. so z in vitro testi 
ugotovili, da je PAX5 ključen za diferenciacijo v B-celice [50]. 
Delecije gena PAX5 so pri B-ALL pogoste; v raziskavi Mullighan in sod. so zaznali 
delecije pri pribl. 30% bolnikov, pri čemer je šlo v večini primerov za heterozigotne 
delecije. Posledica delecij je neizražanje PAX5 z okvarjenega alela ali izražanje proteina 
brez DNA-vezavne domene oz. regulatornih domen, kar vodi v izgubo funkcije proteina 
[27]. In vivo testi na miših so pokazali, da haploinsufienca PAX5 v kombinaciji z 
dodatnimi sekundarnimi genetskimi spremembami pospešuje razvoj B-ALL [51]. 
 
1.1.9.3 PAR1 (Xp22.33/Yp11.32) 
Psevdoavtosomna regija PAR1 je kratka regija, ki se nahaja na koncih kratkih ročic 
spolnih kromosomov in omogoča parjenje kromosomov X in Y med mejozo pri moških. 
V regiji se nahaja vsaj 24 genov [52], v tabeli 2 pa so predstavljeni tisti geni, katerih 
spremembe so povezane z IKZF1plus. 
Tabela 2: Vloge nekaterih genov v regiji PAR1. Prirejeno po [52]. 
gen vloga 
CRLF2 receptor za timusni stromalni limfopoetin (TSLP), citokin, ki omogoča zorenje 
dendritičnih celic in proliferacijo T celic pomagalk (CD4+) 
CSF2RA podenota alfa receptorja za granulocitne in makrofagne kolonije stimulirajoči 
faktor (GM-CSF), ki vpliva na rast in diferenciacijo eozinofilcev in makrofagov 
IL3RA podenota alfa receptorja za interlevkin 3 
 
Delecije regije PAR1 so opisali Russell in sod.; ugotovili so, da delecija zajema gene 
IL3RA, CSF2RA in P2RY8, pri čemer se meje delecije med bolniki razlikujejo. Posledica 
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delecije je povečano izražanje gena CRLF2, kar povzroči aktivacijo poti JAK2-STAT5, 
posledično pride do povečane proliferacije in maligne transformacije B celic. Kot možen 
razlog za povečano izražanje gena CRLF2 avtorji navajajo prenos le-tega pod kontrolo 
promotorja enega od drugih genov v tej regiji. Incidenca delecij pri bolnikih z ALL je 
bila v tej raziskavi 4,2 %; pri bolnikih z delecijo so bile pogosto prisotne tudi delecije 
drugih genov, kot so CDKN2A, PAX5 in IKZF1 [53]. 
 
1.1.9.4 ERG 
Gen ERG se nahaja na kromosomu 21 in zapisuje za transkripcijski faktor iz družine ETS 
(ang. erythroblast transformation-specific). Ima pomembno vlogo v hematopoezi [54]. 
Izražanje ERG spodbuja rast in zavira diferenciacijo B celic. To izražanje samo po sebi 
nima levkemogenega potenciala, vendar lahko v kombinaciji z drugimi genetskimi 
dejavniki sproži levkemijo. Tsuzuki in sod. so ugotovili, da utišanje izražanja ERG 
zmanjšuje rast levkemičnih celic [55].  
Pri deleciji gena ERG gre za monoalelne intragenske delecije, pri čemer pride do izražanja 
skrajšanega proteina [56]. V kasnejši študiji so predpostavili, da je učinek lahko povezan 
bodisi z izražanjem spremenjenega proteina z okvarjenega alela bodisi z zmanjšanim 
izražanjem divjega tipa proteina, a niso potrdili nobene od hipotez. Vloga delecije gena 
ERG na biološki ravni zato ostaja nepojasnjena [57]. 
Vpliv delecije gena ERG na izide zdravljenja pri bolnikih z delecijo gena IKZF1 so 
ovrednotili v dveh raziskavah. V prvi so Clappier in sod. so pokazali, da bolniki z B-ALL 
s hkratno delecijo genov IKZF1 in ERG dosegajo boljše izide zdravljenja kot bolniki, ki 
imajo samo delecijo gena IKZF1. To je bilo posebej izrazito pri bolnikih z delno delecijo 
gena IKZF1 (Δ4-7); bolniki s hkratno delno delecijo gena IKZF1 in gena ERG so imeli 
boljše osemletno preživetje brez dogodka kot bolniki z delno delecijo gena IKZF1 (85,7 
% proti 51,3 %) [58]. V drugi raziskavi so Zaliova in sod. prav tako zaznali poziven 
prognostični učinek delecije gena ERG pri bolnikih z delecijo gena IKZF1; petletno 
preživetje brez dogodka je bilo pri bolnikih s hkratno delecijo precej boljše kot pri 
bolnikih z delecijo gena IKZF1 (84 % proti 64 %). Pri bolnikih s hkratno delecijo je v 
primeru delecije gena IKZF1 šlo bodisi za delno delecijo (Δ4-7) ali delecijo celotnega 
gena [59]. Prisotnost delecije gena ERG je bila v obeh raziskavah redka. V raziskavi 
Clappier in sod. je imelo to delecijo v celotni kohorti 29 od 897 bolnikov (3,2 %). 
Bolnikov s hkratno delecijo IKZF1 in ERG je bilo 12 (1,3 %) [58]. Do podobnih številk 
so prišli tudi Zaliova in sod.; delecijo ERG je imelo 60 od 1093 bolnikov (5,5 %). 
Bolnikov, s hkratno delecijo IKZF1 in ERG je bilo 26 (2,4 %) [59]. 
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1.1.10 Klasifikacija 
Klasifikacija svetovne zdravstvene organizacije (WHO) je bila nazadnje posodobljena 
leta 2016. B-ALL delimo glede na prisotne genetske spremembe (numerične ali 
strukturne spremembe kromosomov, tabela 3).  
Tabela 3: Klasifikacija B-ALL po WHO. Prirejeno po [60].  
B-celična limfoblastna levkemija/limfom 
B-celična limfoblastna levkemija/limfom s hipodiploidnostjo 
B-celična limfoblastna levkemija/limfom s hiperdiploidnostjo 
B-celična limfoblastna levkemija/limfom s t(9;22)(q34;q11.2)[BCR-ABL1] 
B-celična limfoblastna levkemija/limfom s t(v;11q23)[MLL preureditve] 
B-celična limfoblastna levkemija/limfom s t(12;21)(p13;q22)[ETV6-RUNX1] 
B-celična limfoblastna levkemija/limfom s t(1;19)(q23;p13.3)[TCF3-PBX1] 
B-celična limfoblastna levkemija/limfom s t(5;14)(q31;q32)[IL3-IGH] 
B-celična limfoblastna levkemija/limfom z intrakromosomsko amplifikacijo kromosoma 21 
(iAMP21) 
B-celična limfoblastna levkemija/limfom s translokacijami, ki vključujejo tirozin kinaze in 
citokinske receptorje (BCR-ABL1-like ALL) 
 
Bolnikov z B-ALL z delecijo gena IKZF1 in skupine IKZF1plus ne moremo razvrstiti v 
nobeno od obstoječih entitet v klasifikaciji WHO iz leta 2016; tudi entiteta BCR-ABL1-
like ni ustrezna, saj imajo nekateri bolniki iz omenjenih skupin prisotno translokacijo 
BCR-ABL1. Ob posodobitvi klasifikacije bodo zato verjetno dodane nove entitete, med 
njimi tudi IKZF1 delecija in IKZF1plus.  
 
1.1.11 Zdravljenje 
1.1.11.1 Klasično zdravljenje 
Klasično zdravljenje ALL vključuje souporabo velikega števila zdravil in ima štiri faze: 
indukcijsko, konsolidacijsko, reindukcijsko in vzdrževalno. V različnih delih sveta se 
uporabljajo različni protokoli zdravljenja, ki pa so si v osnovi podobni. Različne študijske 
skupine uporabljajo randomizirane protokole, ki vodijo v nova dognanja glede uspešnosti 
in varnosti. Protokol za novo obdobje se oblikuje glede na rezultate predhodnega 
protokola. Zaradi tovrstnega pristopa se je stopnja preživetja iz 5% v 50. letih prejšnjega 
stoletja povzpela na skoraj 90% [1]. 
V indukcijski fazi se poskuša z uporabo glukokortikoidov (prednizon ali deksametazon), 
vinkristina, citarabina, antraciklinov, ciklofosfamida in asparaginaze uničiti čim več 
levkemičnih celic in vzpostaviti normalno hematopoezo. Sledi konsolidacijska terapija, 
ki uniči preostale maligne celice, vključuje pa metotreksat (MTX) v visokih odmerkih in 
6-merkaptopurin (6-MP), z ali brez pulzov vinkristina in glukokortikoidov. V 
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reindukcijski fazi se večinoma aplicira enaka zdravila kot med indukcijo. Vzdrževalna 
faza je najdaljša (traja 2 ali več let) in vključuje dnevne per os aplikacije 6-MP ter 
tedenske aplikacije MTX v nizkih odmerkih [1]. Konvencionalna zdravila delujejo na 
ravni DNA in proteinov (slika 3). Tiopurini (6-MP) inhibirajo de novo sintezo purinov. Z 
vgrajevanjem v DNA in RNA sprožijo apoptozo. MTX inhibira encime folatnega cikla 
(dihidrofolat reduktazo in timidilat sintazo). Inhibicija dihidrofolat reduktaze vodi v 
pomanjkanje tetrahidrofolata, tako se zmanjša sinteza purinov, kar blokira sintezo DNA. 
Inhibicija timidilat sintaze vodi v inhibicijo de novo sinteze purinov. Citarabin inhibira 
DNA polimerazo in prekine podaljševanje verige DNA z vgrajevanjem v DNA. 
Antraciklini in epipodofilotoksini tvorijo komplekse s topoizomerazo II; ob vezavi na 
DNA povzročijo prelome dvojne vijačnice. Alkilirajoči reagenti, med katere spada 
ciklofosfamid, povzročijo fragmentacijo DNA s premreženjem verig v DNA. 
Asparaginaza katalizira hidrolizo asparagina, kar vodi v pomanjkanje le-tega v 
levkemičnih celicah in s tem inhibicijo sinteze proteinov. Vinkristin inhibira tvorbo 
delitvenega vretena med mitozo z vezavo na tubulin [61]. 
 
Slika 3: Prijemališča klasičnih zdravil za zdravljenje ALL. Prirejeno po [61]. Uporabljeno z 
dovoljenjem avtorja. 
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1.1.11.2 Nove možnosti zdravljenja 
Kljub velikemu napredku pri zdravljenju ALL imajo nekateri podtipi bolezni še vedno 
slabo prognozo. Glede na to, da zgolj povečevanje intenzitete obstoječih protokolov 
verjetno ne bo izboljšalo njihove učinkovitosti, ampak se bo le povečala pojavnost 
neželenih učinkov, so potrebna nova zdravila in novi pristopi zdravljenja. Trenutno se 
razvijajo (oz. so že v uporabi) novi dostavni sistemi, novi antimetaboliti, novi nukleozidni 
analogi, monoklonska protitelesa, učinkovine, ki delujejo na genetskem nivoju (npr. TKI 
pri bolnikih z BCR-ABL1), učinkovine, ki delujejo na epigenetskem nivoju in 
imunoterapija z lastnimi, gensko spremenjenimi T limfociti, ki izražajo himerni 
antigenski receptor (CAR-T) [1]. 
 
1.1.11.3 Zdravljenje bolnikov z B-ALL v Sloveniji 
V Sloveniji se otroke z B-ALL zdravi po klasičnem pristopu z uporabo randomiziranih 
protokolov. Slovenski pediatri-onkologi sodelujejo v mednarodni skupini, ki kot osnovo 
uporablja Berlin-Frankfurt-Münster (BFM) protokol, ki je bil prvotno razvit v Nemčiji 
[1]. Trenutno se za zdravljenje na Pediatrični kliniki v Ljubljani uporablja protokol ALL 
IC-BFM 2009 (slika 4). Po tem protokolu se bolnike razvrsti v eno od treh skupin: 
skupino s standardnim tveganjem (SR), vmesnim tveganjem (IR) ali visokim tveganjem 
(HR). Razvrstitev v posamezno skupino je odvisna od različnih dejavnikov: starosti 
bolnika, števila levkocitov v periferni krvi v času postavitve diagnoze, prisotnosti 
specifičnih translokacij, ploidnosti in odzivnosti na zdravljenje. Pri ugotavljanju 
odzivnosti na zdravljenje gre za določanje MRD; v Sloveniji se prisotnost blastnih celic 
določa z metodo pretočne citometrije (ang. FC-MRD) v vzorcu kostnega mozga na 15. in 
33. dan zdravljenja [62,63].  
 
Slika 4: Shema za razvrščanje bolnikov po protokolu ALL IC-BFM 2009. M - delež blastnih celic 
v razmazu kostnega mozga, SR - skupina s standardnim tveganjem, IR - skupina z vmesnim 
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tveganjem, HR - skupina z visokim tveganjem. Prirejeno po [62]. Uporabljeno z dovoljenjem 
avtorja. 
MRD predstavlja delež malignih celic v celotni monojedrni populaciji celic kostnega 
mozga in služi kot dejavnik, na podlagi katerega razporejamo bolnike v skupine tveganja. 
MRD ugotavljamo na več načinov; najosnovnejša metoda je klasično mikroskopiranje, 
kjer na razmazu kostnega mozga opazujemo morfologijo celic. Ta metoda je razmeroma 
nespecifična. Za natančnejšo opredelitev se zato uporabljata občutljivejši metodi, in sicer 
metoda pretočne citometrije ali reakcija PCR. Obe metodi temeljita na dejstvu, da se ob 
maligni transformaciji celic spremeni zgradba molekularnih označevalcev oz. zaporedje 
segmentov DNA [63].  
Po protokolu ALL IC-BFM 2009 sta mejni vrednosti FC-MRD na 15. dan zdravljenja 0,1 
% in 10 %. Bolniki, ki imajo na 15. dan zdravljenja prisotnih < 0,1 % blastnih celic, 
ostanejo v skupini SR, razen če niso bili na podlagi drugih dejavnikov že prej razvrščeni 
v skupino IR ali HR. Bolnike z > 10 % blastnih celic se vedno uvrsti v skupino HR. 
Vrednosti 0,1-10 % bolnika uvrstijo v skupino IR. 33. dan zdravljenja predstavlja konec 
indukcijske faze zdravljenja [62]. Mejni vrednosti na 33. dan sta 0,01 in 1 % [64]; za 
bolnike, ki imajo na ta dan < 0,01 % blastnih celic, pravimo, da so MRD-negativni in so 
uvrščeni v skupino MRD-SR [65].  
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2 NAMEN DELA  
Namen magistrskega dela je bil izvesti podrobno genetsko analizo otrok z B-ALL, 
zdravljenih na Pediatrični kliniki v Ljubljani. Želeli smo ugotoviti, v kolikšni meri so pri 
otrocih z B-ALL prisotne delecija gena IKZF1 in delecije ali amplifikacije nekaterih 
drugih genov ter preveriti vpliv tovrstnih sprememb na izide zdravljenja. Na ta način smo 
želeli ovrednotiti smiselnost uvedbe novega diagnostičnega postopka za otroke z B-ALL. 
Hipoteze: 
- Prisotnost delecije gena IKZF1 pri otrocih z B-ALL pomeni slabše izide 
zdravljenja. 
- Prisotnost dodatnih delecij (IKZF1plus) pri otrocih z B-ALL prav tako pomeni 
slabše izide zdravljenja. 
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 Kohorta bolnikov 
V raziskavo smo vključili 68 otrok z novoodkrito B-ALL ali relapsom B-ALL, 
zdravljenih na Kliničnem oddelku za hematologijo in onkologijo Pediatrične klinike v 
Ljubljani med leti 2012 in 2018. Vsi bolniki oz. njihovi zakoniti zastopniki so podpisali 
privolitev za odvzem, hranjenje in analizo vzorca periferne krvi ali kostnega mozga ter 
so bili seznanjeni s preiskavo, ki smo jo izvedli (št. KME 51/03/11). 
 
3.2 Materiali 
3.2.1 Vzorci krvi 
Izhodni vzorci so bili vzorci periferne krvi ali kostnega mozga, odvzeti z antikoagulantom 
EDTA. Vzorci so bili pred izolacijo DNA hranjeni v hladilniku pri temperaturi 4 °C 
največ teden dni. 
 
3.2.2 Laboratorijska oprema 
Tabela 4: Seznam uporabljene laboratorijske opreme. 
naprava model proizvajalec 
vibracijski mešalnik Vibromix 10 Tehtnica 
 Maxi Mix II Thermolyne 
 Vortexmixer VX-200 Labnet 
ciklični termostat GeneAmp PCR System 9700 Applied Biosystems 
 SimpliAmp Thermal Cycler Applied Biosystems by Thermo Fisher 
centrifuga miniSpin Eppendorf 
 Megafuge 1.0R Heraeus 
genetski analizator ABI-3500 Applied Biosystems 
vodna kopel / Semlab 
 
3.2.3 Kemikalije 
Tabela 5: Seznam uporabljenih kemikalij. 
kemikalija proizvajalec 
Hi-Di (»visoko deioniziran«) formamid  Applied Biosystems by Thermo Fischer 
voda brez nukleaz Integrated DNA Technologies 
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izopropanol UKC Ljubljana 
etanol UKC Ljubljana 
 
3.2.4 Pufri 
pufer sestava 
fosfatni pufer z NaCl (PBS), pH 7,4 1 mM KH2PO4, 155 mM NaCl, 3 mM 
Na2HPO4 x 7 H2O 
 
3.2.5 Kompleti reagentov 
Za izolacijo genomske DNA smo uporabili reagenčni komplet FlexiGene DNA Kit 250, 
ki vsebuje naslednje komponente: pufer FG1 (pufer za lizo), pufer FG2 (pufer za 
denaturacijo), pufer FG3 (pufer za hidracijo) in liofilizirano QIAGEN proteazo. 
Pri metodi MLPA smo uporabili komplet reagentov SALSA MLPA EK1 proizvajalca 
MRC-Holland b.v. Komplet omogoča izvedbo 100 reakcij, začetni oligonukleotidi za 
pomnoževanje s PCR so označeni s fluorescenčnim barvilom 6-karboksifluorescein 
(FAM). Sestava kompleta reagentov SALSA MLPA EK1 je prikazana v tabeli 6. 
Tabela 6: Sestava kompleta reagentov SALSA MLPA EK1. 
komponenta volumen sestavine 
SALSA MLPA pufer 180 μl KCl, Tris-HCl, EDTA, PEG-6000, oligonukleotidi 
SALSA ligaza-65 115 μl glicerol, EDTA, β-merkaptoetanol, KCl, Tris-HCl, 
neionski detergent, ligaza-65 (bakterijskega izvora) 
ligazni pufer A 360 μl koencim NAD (bakterijskega izvora) 
ligazni pufer B 360 μl Tris-HCl, MgCl2, neionski detergent 
SALSA PCR mešanica 
začetnih oligonukleotidov 
240 μl sintetični oligonukleotidi s fluorescenčnim barvilom 
FAM, dNTP-ji, Tris-HCl, KCl, EDTA, neionski 
detergent 
SALSA polimeraza 65 μl glicerol, neionski detergent, EDTA, DTT, KCl, Tris-
HCl, polimeraza (bakterijskega izvora) 
 
3.2.6 Mešanice sond (ang. probemix) 
Za detekcijo specifičnih zaporedij DNA smo pri metodi MLPA skupaj s kompletom 
reagentov uporabili različne mešanice sond proizvajalca MRC-Holland b.v. Vsaka 
mešanica sond vsebuje poleg sond za detekcijo specifičnih zaporedij DNA in referenčnih 
sond še Tris-HCl in EDTA.  
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Tabela 7: Seznam uporabljenih mešanic sond. 
mešanica sond tarčne regije 
SALSA MLPA P202 IKZF1 
(IKAROS) 
IKZF1 7p12.2 
SALSA MLPA P335 ALL-IKZF1 IKZF1, PAX5, ETV6, RB1, BTG1, EBF1, CDKN2A-
CDKN2B, PAR1 
SALSA MLPA P327 iAMP21-
ERG 
iAMP21, RUNX1, ERG 
 
3.3 Metode 
3.3.1 Izolacija DNA 
Osnova postopka izolacije DNA je liza krvnih celic, deproteinizacija in nato obarjanje 
DNA. Vzorcu najprej dodamo pufer za lizo. Pelet, ki vsebuje celična jedra in 
mitohondrije, resuspendiramo in inkubiramo v pufru za denaturacijo, ki vsebuje 
kaotropne soli in QIAGEN proteazo. DNA precipitiramo z dodatkom izopropanola, 
spiramo s 70 % etanolom, posušimo in raztopimo v pufru za hidracijo (10 mM Tris-HCl, 
pH 8,5) (slika 5). Izolirana DNA je čista, brez soli, proteinov in drugih nečistoč. Pred 
shranjevanjem izolirani DNA izmerimo absorbanco pri 260 in 280 nm. Na osnovi A260 
določimo koncentracijo DNA, iz razmerja A260/A280 pa njeno čistost; čista DNA ima 
razmerje A260/A280  med 1,7-1,9 [66]. Na koncu izolirano DNA shranimo v DNA banki.  
 
Slika 5: Postopek izolacije DNA z reagenčnim kompletom FlexiGene DNA Kit [66]. 
Uporabljeno z dovoljenjem proizvajalca Qiagen. 
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Pred začetkom izolacije DNA smo resuspendirali liofilizirano QIAGEN proteazo v 1,4 
ml pufra FG3 in pripravili mešanico pufra FG2 in proteaze. Volumen mešanice je odvisen 
od končnega volumna vzorca; za 40 ml vzorca (8 x 5 ml) smo zmešali 20 ml pufra FG2 
in 200 μl proteaze. V primeru kostnega mozga smo vzeli pribl. 2,5 ml kostnega mozga in 
do 5 ml dopolnili s fosfatnim pufrom z NaCl (ang. PBS). 
V 50 ml centrifugirko smo odpipetirali 12,5 ml pufra FG1. Dodali smo 5 ml krvi, 
premešali s 5-kratnim obračanjem in centrifugirali 5 min pri 2000 x g. Odstranili smo 
supernatant in obrnili centrifugirko na čisto papirnato brisačo. Dodali smo 2,5 ml 
mešanice pufra FG2 in QIAGEN proteaze ter vorteksirali, da se je pelet popolnoma 
homogeniziral. Vzorce smo nato 3-krat obrnili, postavili v vodno kopel in inkubirali 10 
min pri 65 °C. Pri tem se je barva vzorcev spremenila iz rdeče v olivno zeleno, kar kaže 
na razpad proteinov. Vzorce smo vzeli iz kopeli, dodali 2,5 ml 100 % izopropanola in 
obrnili (20-krat), dokler se ni pojavil precipitat DNA. Centrifugirali smo 3 min pri 2000 
x g, odlili supernatant in obrnili centrifugirko na čisto papirnato brisačo, pri čemer je pelet 
ostal v centrifugirki. Dodali smo 2,5 ml 70 % etanola in vorteksirali 5 s, nato pa 
centrifugirali 3 min pri 2000 x g. Odlili smo supernatant in obrnili centrifugirko na čisto 
papirnato brisačo. Pelet smo posušili na zraku, da je izhlapela vsa tekočina. Dodali smo 
0,5 ml pufra FG3, vorteksirali 5 s pri nizki hitrosti in DNA raztopili z enourno inkubacijo 
pri 65 °C v vodni kopeli [66]. 
Izolirano genomsko DNA smo shranili v DNA banki pri temperaturi 4 °C.  Pred analizo 
z metodo MLPA smo izolate DNA razredčili z vodo brez nukleaz do končne 
koncentracije DNA 15 ng/μl. Celotna količina DNA v posameznem vzorcu je bila 75 ng 
(5 μl DNA/reakcijo), kar je znotraj optimalnega območja 50-100 ng za izvedbo MLPA 
eksperimenta [67]. 
 
3.3.2 MLPA  
MLPA (ang. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) je od ligacije sond 
odvisna multipleksna metoda PCR, s katero določamo spremembe v številu kopij (ang. 
CNV) genomske DNA. Sem spadajo delecije in amplifikacije posameznih genov. MLPA 
temelji na pomnoževanju sond, pri čemer vsaka sonda detektira specifično zaporedje 
DNA, dolgo pribl. 60 nukleotidov (nt). Končni rezultat je množica amplikonov PCR 
(dolgih pribl. 64-500 nt), ki jih ločimo s kapilarno elektroforezo [67]. 
Metodo razdelimo na 5 korakov: denaturacija DNA in hibridizacija sond, ligacija, 
reakcija PCR, ločevanje produktov PCR s kapilarno elektroforezo in analiza podatkov. 
Po začetni denaturaciji vzorčne DNA vzorcu dodamo mešanico sond (slika 6). Vsako 
sondo sestavljata po dva različna oligonukleotida, ki se hibridizirata na neposredni 
sosednji mesti na tarčnem zaporedju DNA. Če sta oligonukleotida hibridizirana na 
sosednji mesti, lahko pride do njunega povezovanja z ligazo. Ligirane sonde se nato 
pomnožijo med reakcijo PCR z enim samim parom začetnih oligonukleotidov. Eden od 
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začetnih oligonukleotidov je fluorescenčno označen, kar omogoči vizualizacijo 
amplikonov med ločevanjem s kapilarno elektroforezo. Pri tem dobimo elektroferogram 
[67,68]. 
 
 
Slika 6: Potek metode MLPA [67]. 
MLPA je relativna metoda, pri kateri lahko določimo samo relativne razlike v vrhovih  
sond v elektroferogramu. Za določitev CNV je zato nujna vključitev ustreznih referenčnih 
vzorcev. Relativne višine vrhov posameznih sond analiziranih vzorcev primerjamo z 
relativnimi višinami vrhov sond v referenčnih vzorcih in na ta način dobimo informacijo 
o CNV. Delecijo tarčnega zaporedja opazimo kot relativno zmanjšanje višine vrha, 
amplifikacijo pa kot povečanje [67]. 
Potek posameznega MLPA eksperimenta je predstavljen v nadaljevanju in v tabeli 8. 
3.3.2.1 Denaturacija DNA 
Označili smo 0,2 ml stripe in dodali 5 μl vzorčne DNA s koncentracijo 15 ng/μl. Stripe 
smo postavili v ciklični termostat in zagnali program MLPA (denaturacija 5 min pri 98°C, 
nato ohladitev na 25 °C). Za negativno kontrolo smo dodali 5 μl vode brez nukleaz [67]. 
3.3.2.2 Hibridizacija sond 
Na vibracijskem mešalniku smo premešali MLPA pufer in MLPA mešanico sond (angl. 
probemix). Nato smo pripravili izhodiščno hibridizacijsko zmes (ang. hybridisation 
master mix). Za vsako reakcijo smo zmešali 1,5 μl MLPA pufra in 1,5 μl MLPA mešanice 
sond. Izhodiščno hibridizacijsko zmes smo dobro premešali na vibracijskem mešalniku. 
V vsak strip smo dodali 3 μl izhodiščne hibridizacijske zmesi in dobro premešali s 
pipetiranjem. Nadaljevali smo z MLPA programom (inkubacija 1 min pri 95 °C, nato 16-
20 ur pri 60 °C) [67]. 
3.3.2.3 Ligacija 
Na vibracijskem mešalniku smo premešali oba ligazna pufra (ligazni pufer A in B). Nato 
smo pripravili izhodiščno ligacijsko zmes (ang. ligase-65 master mix). Za vsako reakcijo 
smo zmešali 25 μl vode brez nukleaz, 3 μl ligaznega pufra A, 3 μl ligaznega pufra B in 1 
μl ligaze-65. Ligazo smo predhodno ogreli z držanjem viale v roki za 10 s, s čimer smo 
zmanjšali viskoznost. Celotno zmes smo dobro premešali s pipetiranjem. Ciklični 
termostat smo ohladili na 54 °C, dodali 32 μl izhodiščne ligacijske zmesi in premešali s 
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pipetiranjem. Nato smo nadaljevali z MLPA programom (inkubacija 15 min pri 54 °C 
(ligacija), 5 min pri 98 °C  (toplotna inaktivacija ligaze) in ohladitev na 20°C) [67]. 
3.3.2.4 Reakcija PCR  
Na vibracijskem mešalniku smo premešali SALSA PCR mešanico začetnih 
oligonukleotidov. Nato smo pripravili izhodiščno polimerazno zmes (ang. polymerase 
master mix). Za vsako reakcijo smo zmešali 7,5 μl vode brez nukleaz, 2 μl SALSA PCR 
mešanice začetnih oligonukleotidov in 0,5 μl SALSA polimeraze. Polimerazo smo 
predhodno ogreli z držanjem viale v roki za 10 s, s čimer smo zmanjšali viskoznost. 
Celotno zmes smo dobro premešali s pipetiranjem. Pri sobni temperaturi smo v vsak strip 
dodali 10 μl izhodiščne polimerazne zmesi in premešali s pipetiranjem. Nato smo 
nadaljevali z MLPA programom (35 ciklov PCR: 30 s pri 95 °C, 30 s pri 60 °C in 60 s 
pri 72 °C; nato inkubacija 20 min pri 72 °C in ohladitev na 15 °C) [67]. 
Tabela 8: Shema MLPA programa na cikličnem termostatu. 
 
 
3.3.2.5 Ločevanje amplikonov PCR s kapilarno elektroforezo 
Pred ločevanjem amplikonov PCR s kapilarno elektroforezo smo morali pripraviti vzorce. 
Vzeli smo mikrotitrsko ploščo in v vsako vdolbino odpipetirali 9 μl formamida, 0,2 μl 
velikostnega standarda LIZ GS 600 in 0,7 μl posameznega produkta PCR. Mikrotitrsko 
ploščo smo zatesnili in segreli na cikličnem termostatu 3 min pri 86 °C, nato pa ohladili 
stopnja korak T (°C) t (min) št. ponovitev 
denaturacija DNA 1. 98 5   
2. 25 ∞   
hibridizacija 3. 95 1   
4. 60 ∞   
ligacija 5. 54 ∞   
6. 54 15   
7. 98 5   
8. 20 ∞   
reakcija PCR 9. 95 0,5 
35x   60 0,5 
  72 1 
10. 72 20   
11. 15 ∞   
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na 4 °C [67]. Z dodatkom formamida prekinemo vodikove vezi med komplementarnimi 
verigami DNA, segrejemo pa zato, da denaturiramo dvoverižno DNA [69]. 
Pri kapilarni elektroforezi se vsak posamezen vzorec pod napetostjo injicira v kapilaro, 
napolnjeno z viskoznim polimerom. Polimer deluje kot zamrežen gel, kjer verige 
polimera predstavljajo ovire, ki omogočijo ločevanje fragmentov DNA glede na njihovo 
velikost; manjši fragmenti DNA se manj zadržujejo in potujejo skozi polimer hitreje kot 
večji. Zaradi negativnega naboja fragmenti DNA potujejo (pod visoko napetostjo) od 
negativne proti pozitivni elektrodi. Tik preden jo dosežejo, na njih posveti laser, kar 
povzroči fluorescenco fragmentov DNA, predhodno označenih s fluorescenčnim 
barvilom. Pri tem dobimo emitirano svetlobo, ki se pretvori v elektronske signale, te pa 
vidimo kot značilne vrhove na elektroferogramu, ki predstavljajo fluorescenčno označene 
fragmente DNA [69][70]. 
Velikosti fragmentov vzorčne DNA ne poznamo, zato je potrebno vzorcem pred analizo 
dodati velikostne standarde z znanimi velikostmi v baznih parih (bp). Ti so označeni z 
drugim fluorescenčnim barvilom, da jih lahko ločimo od fragmentov vzorčne DNA. Na 
osnovi velikosti velikostnega standarda pripravimo umeritveno krivuljo za vzorec, ki nam 
omogoči, da vrhove iz elektroferograma prevedemo v ustrezne velikosti DNA (v bp). Pri 
našem eksperimentu smo kot velikostni standard uporabili standard LIZ GS 600, ki 
vsebuje 36 fragmentov, dolgih od 20-600 bp, označenih z oranžnim barvilom LIZ 
[69][70]. 
3.3.2.6 Analiza podatkov 
Za analizo podatkov, ki jih dobimo pri posameznem MLPA eksperimentu, smo uporabili 
program Coffalyser.net. Program (skupaj z navodili za uporabo) je prosto dostopen na 
spletni strani MRC-Holland b.v. 
Podatki o fluorescenci, ki jih dobimo s kapilarno elektroforezo, nam ne zadoščajo za 
določitev CNV; za to je potrebna normalizacija s programom Coffalyser.net. Ta v prvem 
koraku naredi normalizacijo znotraj posameznega vzorca, nato pa še med vzorci [67]. 
Normalizacija znotraj posameznega vzorca (ang. intrasample normalisation) primerja 
vrh vsake sonde vzorca z vrhovi referenčnih sond, pri čemer referenčne sonde zaznajo 
taka zaporedja, ki imajo normalno število CNV. V vsaki MLPA mešanici sond je vsaj 8 
referenčnih sond. Na ta način dobimo relativne vrhove sond. Pri normalizaciji med vzorci 
(ang. intersample normalisation) se primerja relativne vrhove sond posameznega vzorca 
z vsemi referenčnimi vzorci. Ti imajo normalno število CNV tako za referenčne kot tudi 
za tarčne sonde. Končni rezultat je razmerje sond (ang. probe ratio) oz. dozni količnik 
(ang. dosage quotient, DQ). Iz vrednosti DQ lahko določimo CNV, pri čemer nam je v 
pomoč tabela 9 [67]. 
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Tabela 9: Povezava med DQ in CNV. 
Dozni količnik (DQ) CNV 
0 0 kopij homozigotna delecija 
0,40 < DQ < 0,65 1 kopija heterozigotna delecija 
0,80 < DQ < 1,20 2 kopiji normalen 
1,30 < DQ < 1,65 3 kopije heterozigotna duplikacija 
1,75 < DQ < 2,15 4 kopije homozigotna duplikacija 
 
3.3.3 Statistična analiza 
Za statistično analizo smo uporabili program SPSSv26. Preživetje brez dogodka in 
celokupno preživetje smo ocenili z uporabo metode Kaplan-Meier. Statistično pomembne 
razlike v številu dogodkov smo ugotavljali s pomočjo hi-kvadrat testa, pri čemer je bila 
statistično pomembna razlika definirana kot p ≤ 0,05. 
Preživetje brez dogodka smo opredelili kot čas od postavitve diagnoze do ponovitve 
bolezni, smrti iz kakršnegakoli razloga ali datuma zadnje kontrole, če je bil bolnik v 
remisiji. Celokupno preživetje smo opredelili kot čas od postavitve diagnoze do datuma 
smrti iz kakršnegakoli razloga. 
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4 REZULTATI 
4.1 Značilnosti bolnikov 
Osnovne demografske in klinične značilnosti otrok, vključenih v raziskavo, so zbrane v 
tabeli 10. Vsi bolniki z novoodkrito B-ALL so bili zdravljeni po protokolu ALL IC-BFM 
2009. Bolniki z relapsom so bili do leta 2017 zdravljeni po protokolu ALL REZ BFM 
2010, od leta 2017 dalje pa po protokolu ALL REZ BFM 2016. 
Tabela 10: Značilnosti otrok z B-ALL, vključenih v raziskavo. 
Značilnost  
Št. bolnikov 68 
Spol  
   Moški 35 (51,5 %) 
   Ženski 33 (48,5 %) 
Starost ob diagnozi  
   < 1 leto 2 (2,9 %) 
   1-5 let 38 (55,9 %) 
   ≥ 6 let 28 (41,2 %) 
Prisotnost translokacij  
   BCR-ABL1 4 (5,9 %) 
   ETV6-RUNX1 19 (27,9 %) 
   TCF3-PBX1  1 (1,5 %) 
   MLL-AF4 1 (1,5 %) 
   brez znanih translokacij 43 (63,2 %) 
Skupina tveganja  
   SR 17 (25 %) 
   IR 35 (51,5 %) 
   HR 13 (19,1 %) 
   neznano 3 (4,4 %) 
FC-MRD   
15. dan   
   < 0,1 % 23 (33,8 %) 
   0,1 – 10 % 30 (44,1 %) 
   > 10 % 11 (16,2 %) 
   neznano 4 (5,9 %) 
33. dan  
   < 0,01 % 48 (70,6 %) 
   0,01 – 1 % 11 (16,2 %) 
   > 1 % 4 (5,9 %) 
   neznano 5 (7,4 %) 
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4.2 Pogostost genetskih sprememb 
Vzorcem bolnikov, ki smo jih analizirali z metodo MLPA, smo določili število sprememb 
CNV. Pri tem smo upoštevali tiste gene, katerih detekcijo omogoča mešanica sond 
SALSA MLPA P335 ALL-IKZF1 (skupaj 14 genov). 
Ugotovili smo, da je bilo pri 39 % vseh vzorcev prisotnih 4 ali več sprememb CNV. V 
četrtini primerov ni bila prisotna nobena sprememba, pri slabi petini (19 %) pa 1 
sprememba CNV. Ostalo predstavljajo vzorci, v katerih smo zaznali 2 ali 3 spremembe 
CNV (slika 7). 
 
 
Slika 7: Število sprememb CNV v analiziranih vzorcih bolnikov z B-ALL. 
 
Incidenca delecij IKZF1 v analizirani kohorti je bila 20 % (13/65). Od štirih bolnikov s 
translokacijo BCR-ABL1 so imeli vsi prisotno delecijo IKZF1. Hkratne delecije genov 
IKZF1 in ERG nismo zaznali pri nobenem bolniku. Pri deleciji gena IKZF1 sta bili 
najpogostejši delecija celotnega gena (39 %) in delna delecija Δ4-8 (31 %). V ostalih 
primerih je šlo za delecije Δ4-7, Δ2-8 in delecijo eksona 5.  
 
4.3 Preživetje brez dogodka in celokupno preživetje 
V skladu z raziskavo Stanulla in sod. [42] smo testirane otroke z B-ALL razdelili v tri 
genetsko različne skupine: brez IKZF1 delecije, IKZF1 delecija in IKZF1plus. Tri bolnike, 
pri katerih nam z metodo MLPA ni uspelo določiti sprememb v številu kopij genov, nismo 
uvrstili v nobeno od navedenih skupin. Osnovne demografske in klinične značilnosti 
otrok z B-ALL po posameznih skupinah so zbrane v tabeli 11. 
25%
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Tabela 11: Značilnosti otrok z B-ALL po posameznih skupinah. 
 Status IKZF1 
Značilnost brez IKZF1 delecije IKZF1 delecija IKZF1plus 
Št. bolnikov 52 5 8 
Spol    
   Moški 22 (42,3 %) 5 (100 %) 6 (75 %) 
   Ženski 30 (57,7 %) 0 (0 %) 2 (25 %) 
Starost ob diagnozi    
   < 1 leto 1 (1,9 %) 0 (0 %) 1 (12,5 %) 
   1-5 let 32 (61,5 %) 1 (20 %) 2 (25 %) 
   ≥ 6 let 19 (36,5 %) 4 (80 %) 5 (62,5 %) 
Prisotnost translokacij    
   BCR-ABL1 0 (0 %) 2 (40 %) 2 (25 %) 
   ETV6-RUNX1 18 (34,6 %) 0 (0 %) 1 (12,5 %) 
   TCF3-PBX1  0 (0 %) 0 (0 %) 1 (12,5 %) 
   MLL-AF4 1 (1,9 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 
   brez znanih translokacij 33 (63,5 %) 3 (60 %) 4 (50 %) 
Skupina tveganja    
   SR 14 (26,9 %) 1 (20 %) 0 (0 %) 
   IR 29 (55,8 %) 1 (20 %) 4 (50 %) 
   HR 6 (11,5 %) 3 (60 %) 4 (50 %) 
   neznano 3 (5,8 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 
FC-MRD     
15. dan     
   < 0,1 % 21 (40,4 %) 0 (0%) 1 (12,5 %) 
   0,1 – 10 % 23 (44,2 %) 1 (20 %) 4 (50 %) 
   > 10 % 5 (9,6 %) 3 (60 %) 3 (37,5 %) 
   neznano 3 (5,8 %) 1 (20 %) 0 (0 %) 
33. dan    
   < 0,01 % 40 (76,9 %) 0 (0 %) 5 (62,5 %) 
   0,01 – 1 % 7 (13,5 %) 3 (60 %) 1 (12,5 %) 
   > 1 % 1 (1,9 %) 2 (40 %) 1 (12,5 %) 
   neznano 4 (7,7 %) 0 (0 %) 1 (12,5 %) 
 
V skupino IKZF1 delecija je bilo razvrščenih 5 bolnikov, v IKZF1plus 8 in v skupino brez 
IKZF1 delecije 52. Primerjava števila dogodkov je pokazala, da so bili ti pogostejši v 
skupinah IKZF1 delecija (3, 60 %) in IKZF1plus (4; 50 %). V skupini brez IKZF1 delecije 
je bil delež dogodkov precej manjši (6; 12 %). Primerjava skupin IKZF1 delecija in 
IKZF1plus s skupino brez IKZF1 delecije je pokazala, da je bilo v obeh skupinah statistično 
pomembno več dogodkov kot v skupini brez delecije (tabela 12). 
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Tabela 12: Določanje statistično pomembne razlike v številu dogodkov med skupinami. 
 vrednost p 
 IKZF1 delecija IKZF1plus 
brez IKZF1 delecije 0,004 0,006 
 
Analiza preživetja brez dogodka je prikazana na sliki 8. Iz poteka krivulj je razvidno, da 
je verjetnost preživetja brez dogodka podobna za vse skupine do okrog 30 mesecev po 
postavitvi diagnoze. Po tem obdobju se krivulje ločijo, verjetnost preživetja brez dogodka 
v skupini brez IKZF1 delecije ostane pri pribl. 90%, medtem ko se verjetnost v skupinah 
IKZF1 delecija in IKZF1plus precej zniža. Po 50 mesecih med skupinama IKZF1 delecija 
in IKZF1plus ni bistvene razlike. 
 
 
Slika 8: Verjetnost preživetja brez dogodka.  
 
Poleg preživetja brez dogodka smo ocenili tudi celokupno preživetje, kjer se je med 
skupinama IKZF1 delecija in IKZF1plus pokazala razlika (slika 9). Medtem ko v skupini 
IKZF1 delecija ni bilo nobene smrti, sta bili v skupini IKZF1plus dve (25%). Enako število 
smrti je bilo tudi v skupini brez IKZF1 delecije (4%). Po 50 mesecih je bilo celokupno 
preživetje v skupini IKZF1 delecija še vedno 100%, v skupini IKZF1plus pa le 70%. 
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Slika 9: Verjetnost celokupnega preživetja.  
 
4.4 Vpliv deleža blastov v vzorcu na razmerje sond 
Na sliki 10 so prikazana razmerja sond dveh različnih bolnikov. Čeprav imata prisotne 
različne genetske spremembe, je pri obeh prisotna heterozigotna delna delecija gena 
IKZF1 (Δ4-8). Razlika v razmerju sond je posledica različnega števila malignih blastov 
v vzorcih. V vzorcu bolnika na levi je delež blastov v celotni populaciji celic v vzorcu 
93%, zato je razmerje sond za gen IKZF1 (eksoni 4-8) blizu 0,5. V vzorcu bolnika na 
desni je delež blastov v celotni populaciji celic samo 39%. Preostali del predstavljajo 
nemaligne celice, v katerih delecija IKZF1 ni prisotna, zato imajo razmerja sond temu 
primerno višje vrednosti kot pri bolniku na levi.  
 
 
Slika 10: Vzorca bolnikov s heterozigotno delno delecijo gena IKZF1 (Δ4-8). Levo: delež blastov 
93%, desno: delež blastov 39%. 
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4.5 Primerjava bolnikov z analiziranima dvema vzorcema 
Pri 7 bolnikih smo imeli na voljo po dva vzorca krvi. V teh primerih je šlo ali za vzorec 
ob diagnozi B-ALL in vzorec ob relapsu ali sta bila oba vzorca odvzeta ob relapsih 
bolezni.  
Pri treh od 7 bolnikov smo določili delecijo gena IKZF1. Tem bolnikom smo nato 
primerjali genetsko sliko vzorcev ob diagnozi in relapsu oz. vzorcev ob 1. in 2. relapsu 
ter ugotavljali, ali je prišlo do kakšnih sprememb v genih, povezanih z IKZF1plus (tabela 
13). 
Tabela 13: Genetske spremembe genov, povezanih z IKZF1plus (het - heterozigotna delecija, hom 
- homozigotna delecija) in razvrstitev v skupine. 
bolnik 
vzorec ob 
diagnozi/relapsu 
skupina vzorec ob relapsu skupina 
1 IKZF1 het IKZF1 del IKZF1 het IKZF1 del 
2 IKZF1 het  IKZF1 del IKZF1 het  IKZF1 del 
3 IKZF1 het, CDKN2A het, 
CDKN2B het 
IKZF1plus IKZF1 het/hom IKZF1 del 
 
Pri dveh bolnikih se genetska slika ni spremenila. Pri enem bolniku smo opazili zanimiv 
pojav; bolnik je imel ob diagnozi poleg delne heterozigotne delecije gena IKZF1 (eksoni 
4-8) prisotno še heterozigotno delecijo gena CDKN2A, zato bi ga uvrstili v skupino 
IKZF1plus (slika 11). Ob relapsu je še vedno imel delecijo gena IKZF1, vendar je šlo v 
tem primeru za delecijo celotnega gena (heterozigotna delecija eksonov 1-3 in 
homozigotna delecija eksonov 4-8; slika 12). Bolnika bi ob relapsu glede na ugotovitve 
raziskave Stanulla in sod. [42] uvrstili v skupino IKZF1 delecija. 
 
 
Slika 11: Razmerje sond pri bolniku 3 ob diagnozi. Prisotna je delna heterozigotna delecija gena 
IKZF1 (eksoni 4-8) in heterozigotni deleciji genov CDKN2A in CDKN2B. 
 
31 
 
  
 
Slika 12: Razmerje sond pri bolniku 3 ob relapsu. Prisotna je delecija celotnega gena IKZF1 
(heterozigotna delecija eksonov 1-3 in homozigotna delecija eksonov 4-8). 
 
 
33 
 
5 RAZPRAVA 
Slovenski zdravniki in raziskovalci so se že pred leti zavedali pomena genetike pri 
zdravljenju akutne limfoblastne levkemije. Avčin in sod. v razpravi v raziskovalnem 
članku iz leta 2011, v katerem so analizirali zdravljenje akutne limfoblastne levkemije pri 
otrocih v Sloveniji med leti 1967-2004, kot problematične izpostavljajo tiste bolnike, ki 
so jih po takratnih merilih uvrščali v skupino s standardnim tveganjem za relaps, pri 
katerih pa je vseeno prišlo do ponovitve bolezni. Da bi te bolnike prepoznali in s tem 
preprečili večino relapsov, so avtorji članka poudarili pomen boljšega in natančnejšega 
poznavanja dodatnih dejavnikov bolezni, med katere spadajo tudi molekularno-genetski 
[71]. V tej raziskavi smo se zato lotili genetske analize vzorcev otrok z B-ALL in določili 
spremembe števila kopij posameznih genov.  
Pri otrocih z B-ALL imamo opravka s kompleksno sliko genetskih sprememb. Z analizo 
14 genov, katerih detekcijo omogoča ena od mešanic sond, ki se uporablja pri akutni 
limfoblastni levkemiji, smo pri 39 % vzorcev določili 4 ali več sprememb CNV. Vsaj 1 
spremembo CNV smo zaznali pri kar treh četrtinah vseh vzorcev. Pri tem je potrebno 
poudariti, da z metodo MLPA zaznamo samo spremembe v CNV, ne pa tudi točkovnih 
mutacij, kar pomeni, da je dejansko število genetskih sprememb pri levkemičnih bolnikih 
še večje, kot bi sklepali na podlagi naših rezultatov. 
Incidenca delecij gena IKZF1 v naši kohorti bolnikov je bila 20 %, medtem ko je bila v 
kohortah drugih raziskav med 12 in 16 % [36,37]; kljub nekoliko večji incidenci so 
vrednosti še vedno primerljive. Enako kot v ostalih raziskavah je bila tudi v naši kohorti 
najpogostejša delecija celotnega gena, presenetljivo pa druga najpogostejša delecija ni 
bila delecija eksonov 4-7, pač pa delecija eksonov 4-8, ki se sicer uvršča med redke 
delecije gena IKZF1. V podskupini bolnikov s translokacijo BCR-ABL1 so imeli vsi 
bolniki naše kohorte prisotno delecijo gena IKZF1, med tem ko je bila incidenca v 
raziskavi van der Veer in sod. 70 % [36]. Razlika je najverjetneje posledica različnega 
števila bolnikov s to translokacijo; v naši kohorti so bili taki bolniki 4, v raziskavi van der 
Veer pa 23. Hkratne delecije genov IKZF1 in ERG nismo zaznali pri nobenem bolniku. 
V drugih raziskavah so ugotovili, da je pogostost hkratne delecije majhna; v raziskavi 
Clappier in sod. je bila incidenca hkratne delecije 1,2 %, v raziskavi Zaliova in sod. pa 
2,4 % [58,59], zato ni presenetljivo, da od skupno 68 bolnikov naše kohorte nobeden ni 
imel te kombinacije delecij.  
Pri ocenjevanju preživetja brez dogodka in celokupnega preživetja smo bolnike enako kot 
v raziskavi Stanulla in sod. [42] razvrstili v tri genetsko različne skupine: brez IKZF1 
delecije, IKZF1 delecija in IKZF1plus. Naša kohorta je bila precej manjša kot kohorti iz 
omenjene raziskave, ki sta zajeli 991 in 417 bolnikov. Majhnost naše kohorte je povezana 
z dejstvom, da v Sloveniji za ALL povprečno zboli le 13 otrok letno [5]. Število otrok z 
B-ALL je še nekoliko manjše, saj moramo od vseh primerov odšteti nekaj primerov T-
ALL. Razmerja zastopanosti posameznih skupin so bila kljub različni velikosti kohort 
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zelo podobna, celokupni čas spremljanja bolnikov pa je bil za našo kohorto krajši (pribl. 
4 leta proti 10 let).  
Primerjava preživetja brez dogodka je pokazala, da je do opazne razlike v verjetnosti 
preživetja pri naši kohorti prišlo kasneje kot pri kohortah iz raziskave Stanulla in sod. V 
omenjeni raziskavi so pri obeh analiziranih kohortah določili statistično pomembno 
razliko med skupinama IKZF1 delecija in IKZF1plus [42], medtem ko pri naši kohorti te 
razlike nismo zaznali. To je verjetno posledica majhnosti naše kohorte in krajšega časa 
spremljanja bolnikov. Razlika med skupinama IKZF1 in IKZF1plus se je pokazala pri 
analizi celokupnega preživetja, kjer je bilo po pribl. 4 letih celokupno preživetje v skupini 
IKZF1 delecija še vedno 100 %, v skupini IKZF1plus pa 70 %. 
Od skupno 68 otrok, ki smo jih vključili v raziskavo, nam treh ni uspelo razvrstiti v 
nobeno od genetskih skupin, in to kljub izvedbi eksperimenta MLPA v skladu s 
protokolom. Rezultatov analize z metodo MLPA nam zaradi pojava t.i. »slopinga« (pojav 
karakterističnega vzorca fragmentov v elektroferogramu, pri čemer so z večanjem dolžine 
fragmentov njihovi vrhovi vse nižji) ni uspelo interpretirati. S to težavo smo se obrnili na 
proizvajalca kompleta reagentov in sond MRC-Holland b.v., kjer so nam njihovi 
svetovalci pojasnili, da je možen vzrok za tako obnašanje prevelika količina hema oz. 
železa v vzorcih. Svetovali so nam uporabo njihovega stabilizatorja S4, vendar tudi 
ponovitev eksperimenta z dodanim stabilizatorjem ni bila uspešna. Razlog za neuspešno 
izvedbo analize tako ostaja nepojasnjen. 
Kot v številnih drugih raziskavah se je tudi v našem primeru pokazalo, da je preživetje 
brez dogodka bistveno slabše pri bolnikih z B-ALL s prisotno delecijo gena IKZF1. Po 
pribl. 4 letih spremljanja bolnikov je bila verjetnost preživetja brez dogodka v skupini 
bolnikov z delecijo gena IKZF1 40 %. V raziskavi Dörge in sod., kjer so ocenjevali 
petletno preživetje brez dogodka, je bila verjetnost preživetja brez dogodka za isto 
skupino bolnikov večja (69 %) [37], v raziskavi Kuiper in sod., kjer so ocenjevali 
osemletno preživetje brez relapsa, pa praktično enaka kot pri naši kohorti (39%) [39]. 
Rezultati naše kohorte bolnikov potrjujejo, da imajo tako delecija gena IKZF1 kot tudi 
delecije drugih genov, ki bolnika uvrstijo v skupino IKZF1plus, pomembno prognostično 
vrednost. Pred začetkom zdravljenja je zato smiselno opraviti genetsko analizo, s katero 
določimo, ali so pri bolnikih prisotne te delecije.  
Pri odločanju o morebitni prerazvrstitvi bolnika v skupino z višjim tveganjem, kar pomeni 
povečanje intenzivnosti zdravljenja, se upošteva rezultate FC-MRD ob koncu indukcijske 
faze zdravljenja. Stanulla in sod. so namreč ugotovili, da je uspešnost zdravljenja pri 
bolnikih iz skupine IKZF1plus odvisna od vrednosti MRD ob koncu indukcijske faze; 
bolniki z negativnim MRD (< 0,01 %; MRD-SR) so imeli veliko boljše petletno preživetje 
brez dogodka kot bolniki s pozitivno vrednostjo MRD, tj. MRD-IR in MRD-HR (94 % 
proti 40 oz. 30 %) [42]. V primeru, da pri bolniku iz skupine IKZF1plus določimo 
negativno vrednost MRD, bolnik ostane v določeni skupini tveganja, sicer pa se ga 
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prerazvrsti v skupino HR. Z upoštevanjem omenjenega pravila bi od skupno 8 bolnikov 
iz skupine IKZF1plus enega prerazvrstili v skupino HR.  
S to raziskavo smo postavili metodo genetske analize za otroke z B-ALL, katere 
veljavnost smo potrdili s primerjavo rezultatov s podatki iz znanstvene literature. Uvedba 
metode v diagnostiko bo imela neposreden vpliv na prihodnje zdravljenje otrok z B-ALL; 
pomagala bo odkriti tiste otroke, ki imajo zaradi določenih genetskih sprememb večje 
tveganje za ponovitev bolezni, kar bo omogočilo optimizacijo njihovega zdravljenja.   
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6 ZAKLJUČEK 
Genetska analiza vzorcev slovenske kohorte otrok z B-ALL je pokazala, da so genetske 
spremembe, ki vključujejo spremembe števila kopij genov, pri teh otrocih pogoste.  
Podatke o genetskih spremembah smo povezali z izidi zdravljenja in ugotovili, da so imeli 
otroci z delecijo gena IKZF1 in otroci z vsaj eno dodatno delecijo (IKZF1plus) slabše 
preživetje brez dogodka kot otroci brez tovrstnih genetskih sprememb. Otroci, razvrščeni 
v skupino IKZF1plus, so imeli tudi slabše celokupno preživetje. S pomočjo teh ugotovitev 
smo potrdili obe izhodiščni hipotezi.  
V tej raziskavi smo uspešno postavili metodo genetske analize, ki bo po uvedbi v 
diagnostiko pomagala odkriti tiste otroke, ki imajo večjo verjetnost za ponovitev bolezni. 
Omenjena genetska metoda bo tako imela neposreden vpliv na prihodnje zdravljenje 
otrok z B-ALL. 
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